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1 UVOD 
Uporaba alg v ţivilski, tekstilni, energetski, kemiĉni, kozmetiĉni, biotehnološki in 
farmacevtski industriji se neprestano poveĉuje (Bleakley in Hayes, 2017). Nedvomno je, 
da alge vsebujejo veliko snovi, zanimivih za današnjo industrijo, ki se nagiba k uporabi 
naravnih materialov. Zaradi raznih ovir pridelave in predelave alg, kot sta neekonomiĉnost 
predelovalnih procesov algne biomase za pridobitev ţelenih snovi in negotovost glede 
prave funkcionalnosti algnih hranil, ostaja uporaba alg v teh industrijah sekundarnega 
pomena (Wells in sod., 2017). Torej lahko priĉakujemo poveĉanje uporabe alg z izboljšavo 
tehnologije, novimi ugotovitvami na podroĉju fiziologije alg in izboljšanimi analiznimi 
metodami. 
Naloga je osredotoĉena na mikroalge vrst Arthrospira platensis (spirulina) in Chlorella 
vulgaris (klorela). Ta rodova mikroalg prevladujeta v produkciji in porabi za prehranske 
namene zaradi številnih raziskav, ki kaţejo pozitivne vplive na organizem ob uţivanju 
algne biomase in njenih ekstraktov (Saumyakanti in sod., 2018). Ĉeprav ni namen te 
naloge pregled teh uĉinkov, niti diskusija o ustreznosti opravljenih raziskav in njihovih 
neskladnih rezultatov, so ti podatki pomembni za razumevanje atraktivnosti 
mleĉnokislinske fermentacije alg. 
Mleĉnokislinska fermentacija (MKF) ima potencial za izboljšavo hranilne vrednosti  in 
funkcionalnosti ţivila. Z mleĉnokislinsko fermentacijo lahko izboljšamo biodosegljivost  
hranil znotraj substrata (Scheer in sod, 2015), bioaktivnost molekul (Liu in sod., 2011), 
pridobimo metabolite mleĉnokislinskih bakterij (organske kisline, bakteriocini, 
polisaharidi)  in  obogatimo senzoriĉne lastnosti (Ouwehand in Roytio, 2015). 
Za produkcijo ekstraktov in biomase fermentiranih mikroalg je najprej potrebno doloĉiti 
zmoţnost izkorišĉanja algne biomase kot substrata s strani mleĉnokislinskih bakterij 
(MKB). 
Cilj naloge je ugotoviti, ali je MKF mikroalg mogoĉa. To bomo poskušali raziskati s 
pregledom literature o hranilni vrednosti mikroalg in nato z manjšim eksperimentom 
preveriti rast MKB in njihovo sposobnost sinteze mleĉne kisline (MK) na substratu, v 
katerem je edini vir ogljika mikroalgna biomasa. Rast na takšnem gojišĉu bi skupaj s 
produkcijo MK pomenila uspešno MKF mikroalg. 
Hipoteza 1: Na gojišĉih z mikroalgami je predvidena uspešna rast vsaj ene izmed 
uporabljenih vrst laktobacilov. 
Hipoteza 2: Boljša rast MKB je predvidena na gojišĉih s spirulino. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ALGE 
Alge so organizmi, ki niso taksonomsko zdruţeni pod skupno vejo, saj se lahko med seboj 
moĉno razlikujejo. Posamezni organizmi, ki spadajo v skupino alg, imajo razliĉne prednike 
in evolucijske postopke (Barsanti in Gualtieri, 2006). 
Ĉeprav ljudje pogosto smatramo alge kot rastline, je med algami in kopenskimi rastlinami 
veĉ razlik kot podobnosti. Poleg tega se organizmi znotraj skupine alg med seboj 
razlikujejo v veĉji meri kot se med seboj razlikujejo rastline. V skupino alg spadajo 
obenem cianobakterije in masivne haluge, daljše od 50 m. Poleg razlike v velikosti so 
vidne tudi velike razlike med evolucijsko potjo razliĉnih alg – cianobakterije so 
prokarionti, haluge pa evkarionti (Barsanti in Gualtieri, 2006). 
Najpogosteje se alge deli na makroalge in mikroalge. Ĉeprav si ljudje ob besedi »alge« 
sprva predstavljamo nekakšno vrsto makroalg, predstavljajo mikroalge veĉji deleţ znanih 
organizmov v skupini alg (Norton in sod., 1996). 
Veĉina alg je fotoavtotrofnih in anaerobnih, ampak poznamo tudi heterotrofne in 
miksotrofne alge in razliĉne subaeralne alge, ki imajo raje vsaj delni kontakt z atmosfero 
(Barsanti in Gualtieri, 2006). 
V tej nalogi smo za raziskave uporabljali dve mikroalgi vrst Arthrospira platensis in 
Chlorella vulgaris, ki imata status GRAS (splošno prepoznano kot varno) in sta poznani po 
pozitivnih zdravilnih uĉinkih (Saumyakanti in sod., 2018). 
2.1.1 Mikroalge 
Mikroalge so enoceliĉni organizmi. Najbolj razširjena taksonomska debla mikroalg so 
Bacillariophyta, Chlorophyta, Chrysophyta in Cyanophyta (Bleakley in Hayes, 2017). 
Proizvodi na osnovi mikroalg se trenutno v veliki meri uporabljajo v kozmetiĉni, ţivilski in 
kemiĉni industriji. Poleg tega se mikroalge uporablja za ĉišĉenje odpadne vode, 
proizvodnjo biogoriv in biorazgradljive plastike (Pulz in Gross, 2004). Predvideva se 
obstoj med 200.000 in veĉ milijoni razliĉnih vrst mikroalg (Norton in sod., 1996).  
2.1.1.1 Arthrospira platensis 
Za komercialne namene se za vrste cianobakterij rodu Arthrospira pogosto uporablja izraz 
»spirulina«. Najpogostejši vrsti sta A. platensis in A. maxima. Ker nas v nalogi v glavnem 
zanima A. platensis, se bomo z izrazom »spirulina«  sklicevali na to specifiĉno vrsto, 
ĉeprav sta po hranilni sestavi A. platensis in A. maxima med seboj praktiĉno identiĉni 
(Tang in Suter, 2011). 
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Spirulina  je enoceliĉna cianobakterija. Pod mikroskopom so vidne znaĉilne zeleno-modre 
celice, ki se zdruţujejo v trihome. Posamezne celice v trihomu so podolgovate oblike. 
Trihomi imajo helikalno strukturo in gradijo podolgovata veĉceliĉna vlakna. Takšna 
struktura je stabilna v tekoĉem stanju, v trdnem stanju pa se pretvori v obliko plošĉate 
spirale (Vonshak, 1997). V nekaterih primerih je bila opaţena tudi linearna struktura 
vlaken (Wang in Zhao, 2005). Trihomi so na enakomernih razdaljah preĉno deljeni s 
celiĉnimi stenami posameznih celic in zašĉiteni z dodatno tanko plastjo. Celice nimajo 
celiĉnega jedra in so zašĉitene z relativno šibko veĉplastno gramnegativno celiĉno steno 
(Vonshak, 1997).  
Spirulina je predstavljala zgodovinskim civilizacijam v Afriki in Juţni Ameriki vir hrane. 
Ljudstva ob jezeru Ĉad so zbirala biomaso spiruline s površine jezera in nato to biomaso 
posušila na soncu. Rezultat so bili uţitni trdi spirulinini keksi, ki so jih zlomili na kose in 
prodajali pod imenom »Dihe«. Obstajajo zapisi, ki govorijo o civilizacijah današnje 
Mehike in njihovem uţivanju zeleno modrih alg, ki so bile najverjetneje vrste Arthrospira  
maxima, ki raste v Mehiških jezerih (Ciferri, 1983). 
A. platensis je zmoţna rasti v ekstremno alkalnih pogojih – ĉeprav veliko vrst  
cianobakterij preţivi v vodah z vsebnostjo soli 2,5 g/L-30 g/L, je spirulina ena redkih vrst, 
ki uspešno raste pri koncentracijah soli do 200 g/L (Moraes in sod., 2013). Visoke 
koncentracije soli pomenijo tudi visok pH, ki znaša v znaĉilnih obmoĉjih rasti spiruline 
okoli 11. Raziskave pa so pokazale, da je optimalen pH za pridelavo biomase 9,5-10 (Shi 
in sod., 2016). 
Spirulina je obligatorni fotoavtotrof, ki v temi ne uspeva, tudi ĉe je v rastni medij dodan vir 
ogljika – dodatni vir ogljikovih hidratov lahko uporabi le, ĉe ima vir svetlobe. K boljši rasti 
pripomore tudi dodatek vira dušika v obliki nitrata. Optimalna intenziteta svetlobe za rast 
spiruline je med 20-30 kLx (Vonshak, 1997). Ĉeprav uspeva v temperaturnem obmoĉju 
20–40 °C,  doseţe optimalno rast pri 30 °C (Shi in sod., 2016). 
Omeniti je potrebno, da se podatki glede optimalnih pogojev za rast spiruline razlikujejo 
glede na vir informacij, kar je rezultat raziskav na razliĉnih sevih vrste A. platensis 
(Vonshak, 1997). 
Hranilna vrednost spiruline je glavni razlog za visoko povpraševanje po teh 
mikroorganizmih. Ĉeprav poznamo veliko alg in mikroalg z dobro hranilno vrednostjo, je 
prednost spiruline v tem, da je njena celiĉna stena manj robustna. Zgrajena je iz veĉ tankih 
plasti, sestavljenih veĉinoma iz proteinov, lipidov, lipopolisaharidov in peptidoglikana (ta 
sestavlja najtršo plast celiĉne stene), brez za ĉloveka neprebavljivih polisaharidov, kot sta 
celuloza in lignin (Tang in Suter, 2011). Poleg tega je spirulina predmet raziskav ţe 
desetletja in v tem ĉasu se niso pokazali kakršnikoli patološki vplivi na zdravje (Nongporn 
in sod., 2010). 
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Spirulina ima visoko vsebnost proteinov (60-70 % suhe mase) (Tang in Suter, 2011) in 
popolno aminokislinsko sestavo z vidika prehrane za ĉloveka (Bleakley in Hayes, 2017). 
Ima tudi bogato vitaminsko sestavo.  Predstavlja dober vir vitamina A, veĉinoma v obliki 
provitamina β-karotena (Tang in Suter, 2011). Zelo pomembna je lahko zaradi vsebnosti 
vitaminov B kompleksa, vkljuĉno B12 (van den Berg in sod., 1991; Tang in Suter, 2011) – 
to pomeni, da je uţivanje spiruline potencialna rešitev problema primanjkovanja B12, še 
posebno v veganski prehrani (Wells in sod., 2017). 
2.1.1.2 Chlorella vulgaris 
Chlorella vulgaris (klorela) je evkariontska enoceliĉna mikroalga, ki spada pod deblo 
zelenih alg (Chlorophyta). Celice klorele so podolgovate kroglaste oblike in imajo celiĉno 
strukturo podobno rastlinskim celicam, le da vsebujejo samo en velik kloroplast (Safi in 
sod., 2014). C. vulgaris ima zelo robustno celiĉno steno, v glavnem zgrajeno iz celuloze 
(Nemcova in Kalina, 2000). Toĉna zgradba in tvorba celiĉne stene ni znana, zaradi ĉesar je 
v akademskem svetu veĉ nestrinjanj glede oblike stene in njene toĉne kemijske sestave 
(Safi in sod., 2014). Robustnost celiĉne stene predstavlja najveĉjo omejitev pri uporabi 
klorele. Njeno celiĉno steno je potrebno najprej razbiti, da izboljšamo biodosegljivost 
snovi, ki so v celici (Safi in sod., 2014). 
Klorela v naravi uspeva v sladki vodi – tudi danes se najveĉ biomase klorele (in tudi drugih 
alg) proizvede v odprtih bazenskih sistemih, saj je ta naĉin najbolj ekonomiĉen in praktiĉen  
(Brennan in Owende, 2010). 
C. vulgaris je za razliko od A. platensis zmoţna uporabljati poleg svetlobe za produkcijo 
energije tudi ogljikove hidrate direktno iz gojišĉa, zaradi ĉesar jo lahko gojijo tudi v temi. 
S kombiniranjem intenzitete svetlobe lahko dobimo biomaso z drugaĉno hranilno sestavo 
(Liang in sod., 2009). Ta lastnost je uporabna pri produkciji klorele za specifiĉne namene, 
kot sta predelava v biodizel ali prehranska dopolnila. 
Tudi z drugimi rastnimi pogoji vplivamo na konĉno hranilno sestavo biomase – 
spreminjamo lahko pH, slanost gojišĉa, hranila, ĉas rasti, temperaturo in koliĉino svetlobe. 
Z omejitvijo dušika, na primer, poveĉamo produkcijo lipidov (Brennan in Owende, 2010).  
Klorela je pomembna za produkcijo biodizla, saj s kultivacijo v ustreznih razmerah deleţ 
mašĉobe preseţe 50 % njene suhe mase (Liang in sod., 2009). Uporablja se tudi v procesu 
ĉišĉenja odpadne vode (Muñoz in Guieysse, 2006), kjer poleg direktne razgradnje 
nekaterih nezaţelenih substanc pripomore tudi k boljšemu delovanju bakterij (kot so 
Pseudomonas  in Azospirillum), ki imajo pomembno funkcijo v ĉistilnih sistemih. Poleg 
tega se lahko na odpadni vodi pridelana biomasa uporablja za pridelavo biodizla, kar je 
pogosto uporabljena kombinacija (Brennan in Owende, 2010). 
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Zaradi atraktivne hranilne sestave klorelo trţijo v obliki prehranskih dopolnil in 
funkcionalnih ţivil (Brennan in Owende, 2010). Proteini, zgrajeni iz esencialnih in 
neesencialnih aminokislin, predstavljajo 42-58 % suhe mase. Lipidi lahko predstavljajo le 
5 % pa vse do okoli 50 % suhe mase. Koliĉina in sestava lipidov se spreminjata glede na 
rastne pogoje – ĉeprav vsebuje  nekaj polinenasiĉenih mašĉobnih kislin, te predstavljajo 
majhen deleţ. Ogljikovi hidrati ravno tako predstavljajo 12-55 % suhe mase, odvisno od 
rastnih pogojev. Veĉino ogljikovih hidratov v C. vulgaris predstavlja škrob, ostanek pa 
celuloza in drugi strukturni polisaharidi (Safi in sod., 2014). Poleg tega vsebuje tudi veliko 
vitaminov, mineralov in fenolnih spojin s pozitivnimi vplivi na zdravje, primerljivimi s 
spirulino (Brennan in Owende, 2010). 
2.1.2 Uporaba alg v prehrani 
Alge so ĉloveku po razliĉnih delih sveta predstavljale vir hranil tisoĉe let (Wells in sod., 
2017). V zadnjih 40-ih letih se je industrijska produkcija makroalg, mikroalg in izdelkov iz 
njih moĉno poveĉala, k ĉemur je pripomoglo boljše razumevanje njihovih kultivacijskih 
potreb (Brennan in Owende, 2010).  
Alge se lahko uţiva v dehidrirani ali sveţi obliki. Nekatere snovi, ekstrahirane iz alg 
(karagenani, agar in alginati),se uporabljajo v ţivilstvu zaradi zgošĉevalnih, emulgacijskih 
in konzervacijskih sposobnosti. Alge se uporabljajo za obogatitev nekaterih ţivil ali kot 
prehranska dopolnila (Wells in sod., 2017). Alge lahko sestavljajo jedi, kot je »sushi«, 
pogosteje pa jih uţivamo v obliki solat – te solate predstavljajo tradicionalno hrano v 
nekaterih kulturah v Juţni Ameriki, Afriki in Aziji (Wells in sod., 2017). Medtem ko je 
veĉina sladkovodnih makroalg neustreznih za prehranjevanje zaradi toksiĉnosti, je veliko 
slanovodnih alg nepatološke narave (Wells in sod., 2017). Trije rodovi najbolj uporabljenih 
mikroalg v prehrani so Arthrospira, Chlorella in Dunaliella (Pulz in Gross, 2004). 
V 1970/80-ih letih se je število raziskav o pozitivnih uĉinkih mikroalg na organizem 
moĉno poveĉalo zaradi boljših moţnosti produkcije (Wells in sod., 2017). Raziskave so 
pokazale številne za zdravje pozitivne vplive. Capelli in Cysewski (2010) sta v preglednem 
ĉlanku povzela veĉ raziskav, ki kaţejo na spirulinine sposobnosti zniţevanja pogostosti 
krvoţilnih bolezni, izboljšanja imunskega sistema, zaviranja virusnih obolenj in 
zmanjšanja pojavnosti rakastih obolenj.  
Ĉeprav se je pojavilo veĉ raziskav (Capelli in Cysewski, 2010; Wells in sod., 2017) na 
podroĉju prehranskih dopolnil z algnimi ekstrakti, kaţejo te raziskave le na potencialno 
pozitivne uĉinke na ĉloveško zdravje. Poleg tega, da je veliko raziskav opravljenih in vitro 
ali na ţivalih, so snovi v teh raziskavah pogosto bolj koncentrirane, kot bi bile v 
vsakodnevni prehrani z algami (Wells in sod., 2017). Profil ĉloveku biodosegljivih in 
bioaktivnih komponent mikroalg ni znan, obenem pa o slabih straneh uţivanja le-teh ne 
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poroĉajo. Nekatere alge in (pogosteje) cianobakterije so toksiĉne, ampak C. vulgaris in A. 
platensis ne spadata v to skupino (Nongporn in sod, 2010; Tang in Suter, 2011). 
 
Slika 1: Pozitivne lastnosti mikroalg v prehrani (Beheshtipour in sod., 2013) 
Biomasa mikroalg se v glavnem uporablja za prehranska dopolnila, in sicer v obliki tablet, 
kapsul in praškov (Pulz in Gross, 2004). Vedno pogosteje pa algno biomaso in njene 
ekstrakte poskušajo kombinirati z razliĉnimi drugimi ţivili in na takšen naĉin pridelati 
atraktivnejše in bolj funkcionalne izdelke v primerjavi s prehranskimi dopolnili 
(Beheshtipour in sod., 2013). 
Najpogostejši izdelki takšnega tipa so kombinacije mikroalg in mleĉnih izdelkov. 
Beheshtipour in sod. (2012, 2013) so naredili pregled raziskav na tem podroĉju. Z 
dodajanjem mikroalg k mleku, v obliki ekstraktov ali suhe biomase, jim je uspelo doseĉi 
boljše fermentacijske pogoje in s tem tudi boljšo rast MKB. Dodatek mikroalg v mleko s 
probiotiĉnimi kulturami je pospešil fermentacijski proces, potreben za pridelavo jogurta in 
obenem povišal konĉno število aktivnih probiotiĉnih bakterij v izdelku. Opaţen je bil 
pozitiven vpliv na bakterijsko produkcijo MK. Poleg tega se je izboljšala tudi hranilna 
sestava konĉnega izdelka, saj je vseboval veĉ proteinov in drugih potencialno bioaktivnih 
snovi, pridobljenih iz spiruline in klorele. 
 
Teţava teh mleĉnih izdelkov z dodanimi mikroalgami pa se je pokazala pri senzoriki. 
Barvila mikroalg so pripomogla k nezaţeleni spremembi barve in okus dodanih alg tudi ni 
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bil dobro sprejet v senzoriĉnih preizkusih. Izdelki z najboljšimi rezultati senzoriĉnih analiz 
so bili obogateni z razliĉnimi tropskimi sokovi, ki so izboljšali tako barvo, kot okus ţivila. 
2.2  MLEĈNOKISLINSKE BAKTERIJE 
Povezava med mikroorganizmi, ki zakisajo mleko in mikroorganizmi, ki so sposobni 
proizvodnje mleĉne kisline, ni bila toĉno doloĉena do zaĉetka 20. stoletja. Orla-Jensen je 
leta 1919 sestavil prvo klasifikacijo vrst bakterij, ki jih zdaj poznamo kot mleĉnokislinske 
bakterije. Takrat jih je v glavnem delil glede na temperaturno obmoĉje rasti, morfologijo 
celic in vrsto fermentacije – danes se jih taksonomsko opredeljuje z bolj specifiĉnimi 
molekularnimi metodami (Lahtinen in sod., 2012). 
MKB so po Gramu pozitivne bakterije. So nesporogene, aerotolerantne palĉke ali koki brez 
katalaze. Ena glavnih karakteristik je produkcija mleĉne kisline ob metabolizmu ogljikovih 
hidratov iz okolja (Lahtinen in sod., 2012). 
Veliko rodov MKB je avksotrofnih za doloĉene aminokisline, vitamine in minerale – te 
moramo dodajati substratu, ĉe jih sam ne vsebuje (Teusink in Molenaar, 2017). Pred 
uporabo specifiĉnega seva je potrebno raziskati rastne zahteve izbrane kulture in uporabiti 
ustrezno gojišĉe (Teusink in Molenaar, 2017). 
Ĉeprav velja, da imajo MKB sposobnost pozitivnega vplivanja na zdravje, poznamo tudi 
rodove s patogenimi ali oportunistiĉno patogenimi sevi (Streptococcus, Lactococcus, 
Enterococcus, Carnobacterium). Rodovi MKB, ki so zanimivi za industrijsko proizvodnjo, 
so dobro raziskani, tudi s stališĉa varnosti za zdravje. Navadno so prilagojeni na nizek pH, 
proizvajajo MK in za ţivila pomembne arome ter druge metabolite, pomembne za 
senzoriĉno kakovost (Lahtinen in sod., 2012). 
Zaradi pomanjkanja sistema, ki bi uporabljal celiĉni dihalni mehanizem, MKB pridobivajo 
energijo s procesom fermentacije. Poznamo dve vrsti poti fermentacije ogljikovih hidratov, 
na podlagi ĉesar delimo MKB na homofermentativne in heterofermentativne. Znaĉilni 
predstavniki homofermentativnega tipa so med drugimi predstavnice Lactobacillus (Lb.), 
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus in Pediococcus , heterofermentativnega tipa pa 
Leuconostoc, Oenococus in Weissella (Preglednica 1). Ta delitev ne velja vedno, saj tudi 
znotraj istega rodu obstajajo razliĉne fermentativne poti. Vrsti Lb. brevis in Lb. fermentum 
sta obligatorno heterofermentativni, medtem ko sta vrsti Lb. acidophilus in Lb. delbrueckii 
obligatorno homofermentativni (Lahtinen in sod., 2012). 
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Preglednica 1: Karakteristike mleĉnokislinskih bakterij (Lahtinen in sod., 2012:22) 
Druţina Rod 
Oblika 
celic 
CO2 
med 
MKF 
Rast Tip 
mleĉne 
kisline 
10 
°C 
45 
°C 
6,5 % 
NaCl 
18 % 
NaCl 
pH 
4,4 
pH 
9,6 
Aerococcaceae Aerococcus koki - + - + - - + L 
Carnobacteriaceae Carobacterium palĉke - + - ND - ND - L 
Enterococcaceae Enterococcus koki - + + + - + + L 
 Tetragenococcus koki - + - + + - + L 
 Vagococcus koki - + - - - -/+ - L 
Lactobacillaceae Lactobacillus palĉke -/+ -/+ -/+ -/+ - -/+ - 
D, L, 
DL 
 Pediococcus koki - -/+ -/+ -/+ - -/+ - L, DL 
Leuconostocaecae Leuconostoc koki + + - -/+ - + - D 
 Oenococcus koki + + - -/+ - -/+ - D 
 Weissella koki + + - -/+ - -/+ - D, DL 
Streptococcaceae Lactococcus koki - + - - - -/+ - L 
 Streptococcus koki - - -/+ - - - - L 
+ → pozitivno; - → negativno;  -/+ → specifiĉno glede na sev; ND → ni doloĉeno; stolpec CO2 prikazuje 
bakterijsko produkcijo CO2 ob MKF; L/D/DL → optiĉne izomere mleĉne kisline 
2.3 MLEĈNOKISLINSKA FERMENTACIJA 
Mleĉnokislinska fermentacija je ena od mnogih oblik fermentacije, ki so jih ljudje spoznali 
ob spontanih fermentacijah ţivil. Ĉeprav je fermentacija ţivil veĉinoma pomenila kvar, so 
ob fermentaciji doloĉenih vrst ţivil nastali novi uţitni izdelki. MKF je ĉlovek zaĉel 
uporabljati, ko je zaĉel uţivati mleko in nato poskušal mleko tudi shranjevati. Mleko 
predstavlja mleĉnokislinskim bakterijam in doloĉenim kvasovkam optimalen substrat. 
MKB z izloĉanjem kislin (ki niţajo pH), in bakteriocinov (ki zavirajo rast drugih 
mikroorganizmov) podaljšajo rok trajanja izdelka. Ĉeprav ljudje sami niso toĉno vedeli, 
kaj se s hrano dogaja, so opazili, da je mleko po daljšem ĉasu v ustreznih pogojih še vedno 
senzoriĉno sprejemljivo. Predvideva se tudi, da je mleĉnokislinska fermentacija ĉloveku 
omogoĉila prebavo laktoze, ki je ĉlovek pred tem ni zmogel prebaviti. Ker mikroorganizmi 
v mleku porabljajo laktozo za vir energije, se deleţ tega oligosaharida zmanjša. Ĉloveško 
telo se je tako s pomoĉjo delne razgradnje laktoze privadilo na metabolizem laktoze in 
postalo sposobno sinteze encima laktaze (Brüssow, 2013). 
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MKF je anaeroben proces, pri katerem organizem pretvarja sladkor v energijo (ATP) in 
obenem sintetizira razne metabolite (Lahtinen in sod., 2012). Poznamo homofermentativno 
in heterofermentativno pot MKF.  
Homofermentativna pot MKF ali Embden-Meyerhof-Parnasova pot (Slika 2) predstavlja 
metabolizem ogljikovih hidratov pri homofermentativnih mleĉnokislinskih bakterijah. Te 
uporabljajo glukozo kot vir ogljika. Druge heksoze, kot so manoza, galaktoza in fruktoza, 
vstopijo v proces po raznih postopkih izomerizacije in fosforilacije. V metabolno pot tako 
vstopijo kot glukoza-6-fosfat ali fruktoza-6-fosfat. Galaktoza lahko v proces vstopi tudi po 
tagatozni poti, kjer se galaktoza-6-fosfat pretvori v tagatoza-1,6-fosfat in vstopi v proces s 
pretvorbo v dihidroksiaceton fosfat ali gliceraldehid-3-fosfat  (Lahtinen in sod., 2012). 
Homolaktiĉna fermentacija v glavnem sestoji iz glikolize in njen konĉni produkt je 
izkljuĉno laktat ali mleĉna kislina. Po Embden-Meyerhof-Parnas poti se eno molekulo 
glukoze pretvori v dve molekuli laktata (Lahtinen in sod., 2012). 
Heterofermentativna pot ali pentoza fosfoketolazna pot (Slika 3) predstavlja drugi naĉin 
metabolizma ogljikovih hidratov. Bakterije lahko kot substrat uporabijo poleg heksoz tudi 
pentoze (ribuloza-5-fosfat in ksiloza-5-fosfat), ampak se v tem primeru CO2 ne tvori 
(Kandler, 1983). Produkti heterolaktiĉnega procesa so laktat/mleĉna kislina, CO2 in etanol 
ali acetat. Teoretiĉen rezultat heterolaktiĉne poti je pretvorba ene molekule glukoze v eno 
molekulo laktata, eno molekulo CO2 in eno molekulo etanola ali acetata. Razliĉni rodovi in 
vrste znotraj teh rodov ob fermentaciji pridelajo te metabolite v razliĉnih razmerjih. 
Razmerje med konĉno koliĉino etanola in acetata je odvisno od redoks potenciala sistema 
(Kandler, 1983). 
MKB potrebujejo za proces fermentacije enostavne sladkorje. Zaradi tega se obiĉajno 
posluţujemo substratov z višjimi koncentracijami glukoze in fruktoze, ki jih MKB najlaţje 
uporabljajo za metabolne procese (Srinivas in sod., 1990). 
V primeru kompleksnih substratov, kot so rastlinska ţivila, pa je potrebna njihova 
predhodna obdelava. Klasiĉen naĉin obdelave rastllinskih ţivil pred MKF je mehanska 
obdelava. S stiskanjem ali mletjem rastlinske biomase razbijemo celiĉne stene rastlinskih 
celic. Na takšen naĉin obdelana biomasa predstavlja optimalno okolje za rast MKB, ki tako 
lahko pridejo v kontakt s fermentabilnimi sladkorji in drugimi hranili, ki so brez predhodne 
obdelave rastlinske biomase v veliki meri izven njihovega dosega (Lahtinen in sod., 2012). 
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Slika 2: Shema poteka homofermentativne mleĉnokislinske fermentacije (Lahtinen in sod., 2012: 24) 
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Slika 3: Shema poteka heterofermentativne mleĉnokislinske fermentacije (Lahtinen in sod., 2012: 24) 
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Kompleksnejše substrate je mogoĉe tudi predhodno obdelati z encimi, katerih veĉina MKB 
ne sintetizira. Veĉina mleĉnokislinskih bakterij divjega tipa sintetizira encime za 
razgradnjo laktoze in saharoze, nimajo pa encimov za razgradnjo kompleksnejših 
polisaharidov, ki sestavljajo celiĉne stene rastlinskih celic. Uspešno rast MKB na 
substratih, bogatih s škrobom, so dosegli z dodajanjem amilolitiĉnih encimov ali 
bakterijskih kultur z amilolitiĉno aktivnostjo (kot je npr. Lb. fermentum) (Karin 
Hofvendahl, 1999). Podobno velja tudi za substrate z velikim deleţem lignina in celuloze, 
kjer je potrebno predhodno tretiranje  z veĉ encimi in fizikalno-kemijskimi postopki 
(Abdel-Rahman in sod., 2011).  
Na konĉni produkt in hitrost fermentacije vplivajo razliĉni hranilni dodatki za bakterije. 
Pomembni dodatki substratu so viri ogljika (sladkorji), viri dušika (aminokisline, peptidi, 
amonijak), vitamini (B kompleks), fosfat in v nekaterih primerih tudi proste mašĉobne 
kisline (Wee in sod, 2006). Dodatki, ki vsebujejo velik deleţ teh komponent in se pogosto 
vnašajo v gojišĉa, so kvasni ekstrakt, mesni ekstrakt in pepton (Karin Hofvendahl, 1999). 
Ĉeprav surovine za MKF pogosto vsebujejo veĉino hranil, potrebnih za uspešno MKF, se 
take dodatke lahko doda za optimizacijo procesa. Klasiĉen dodatek k fermentacijski 
mešanici je sol (NaCl), ki drastiĉno ne vpliva na rast MKB, ampak zavira rast njim 
kompetitivnim mikroorganizmom (Lahtinen in sod., 2012). 
Na potek fermentacije ima lahko tudi vpliv prisotnost kisika. Ĉeprav so MKB 
aerotolerantne, se MKF vodi v anaerobnih pogojih, zaradi moţne tvorbe nezaţeljenih 
metabolitov, kot je vodikov peroksid (H2O2) (Lahtinen in sod., 2012).  
Temperatura, primerna za MKF, je odvisna od rodu bakterij in ţelenih rezultatov 
fermentacije. Fermentacija »kimchi« ima drugaĉen temperaturni profil v primerjavi s 
fermentacijo zelja (Park in Kim, 2016). 
2.3.1  Mlečnokislinska fermentacija alg 
Številne raziskave (Kneifel in Mayer, 1991; Lee in sod., 2009; Lahtinen in sod., 2012; Liu 
in sod., 2011; Scheers in sod., 2015) so bile usmerjene v izboljšanje funkcionalnosti ţivil s 
pomoĉjo MKF. Z MKF izboljšamo varnost in rok trajanja ţivila, prebavljivost in hranilno 
vrednost ter senzoriko. Poleg tega se izboljšata biodosegljivost hranil in bioaktivnost 
komponent, prisotnih v ţivilu pred fermentacijo. Raziskave kaţejo na 20 % povišanje 
koliĉine vitaminov B kompleksa v mleĉnih izdelkih (Kneifel in Mayer, 1991). Opaţeno je 
bilo tudi izboljšanje absorbcije ţeleza v fermentirani zelenjavi (Scheers in sod., 2015). 
Eden od naĉinov izboljšanja biodosegljivosti hranil je zniţanje koncentracije fitata v ţivilu 
po fermentaciji (Scheers in sod., 2015). Absorbcija nekaterih hranil se izboljša tudi zaradi 
spremembe pH in spremembe redoks potenciala (Scheers in sod., 2015). Poleg tega MKB 
izloĉajo snovi, ki naredijo ţivilo bolj funkcionalno. Med te snovi spadajo eksopolisaharidi 
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in vitamini (Nampoothiri in sod., 2016). Tako lahko s pomoĉjo MKF poveĉamo pozitiven 
vpliv ţivila na zdravje na veĉ podroĉjih. 
Nekatere MKB so probiotiĉne, kar pomeni da imajo dokazan pozitiven vpliv na zdravje 
(Frias in sod., 2016). V glavnem je namen uţivanja probiotikov izboljšanje sestave 
mikrobiote v ĉrevesju, ampak so znane tudi druge pozitivne lastnosti, kot sta izboljšanje 
imunskega sistema in zniţanje vsebnosti holesterola (Lee in sod., 2009). 
Zaradi omenjenih pozitivnih vplivov MKF na zdravje ĉloveka, se pojavljajo tudi poizkusi 
fermentacije alg z MKB. Problem MKF alg ne predstavlja le njihova celulozna celiĉna 
stena, ampak tudi visok deleţ ostalih za MKB nefermentabilnih sladkorjev. Ĉeprav še 
vedno ni uspela masovna proizvodnja ţivil s fermentiranimi algami, se fermentacija alg 
vedno pogosteje uporablja za pridelavo ĉiste mleĉne kisline (Hyeong in sod., 2011). 
Uchida in sod. (2013) so objavili veĉ raziskav s tega podroĉja. Zaĉeli so s poizkusi MKF 
alg vrste Ulva spp. Z dolgotrajno fermentacijo in uporabo encimov s celulazno aktivnostjo 
jim je uspelo fermentirati alge z mešanico MKB in kvasovk, kar pomeni, da sta bili 
prisotni tako MKF kot alkoholna fermentacija. Z nadaljnjimi raziskavami so prišli do 
ugotovitve, da so za uspešno fermentacijo alg potrebne le kulture MKB, brez kvasovk. 
MKB, kot so Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. casei in Lb. rhamnosus, so tudi brez dodatka 
soli in predhodne sterilizacije biomase prevladale nad avtohtono mikrobno populacijo. Kot 
substrat so uporabljali tudi klorelo. Ĉeprav je bila MKF teh mikroalg uspešna, je 
mikroskopski pregled biomase po fermentaciji kazal na slabo razgradnjo celiĉne stene. To 
pomeni, da bi lahko bil izkoristek fermentacije boljši, ĉe bi uporabili ustreznejšo 
kombinacijo encimov in mehanske obdelave biomase pred in med fermentacijo (Uchida in 
Miyoshi, 2013). 
Z uporabo spiruline kot substrata bi lahko torej prišli do boljših rezultatov zaradi 
enostavnejše celiĉne stene, ki se v veliki meri poruši ţe z mehansko obdelavo (Tang in 
Suter, 2011).  
Ena redkih raziskav MKF spiruline je raziskava Liu in sod. (2011). Primerjali so 
bioaktivnost ekstraktov posušene spiruline pred in po MKF. Opazovali so sposobnost 
ekstraktov spiruline za zašĉito celic pred UV sevanjem ter protivnetno in antioksidativno 
delovanje. Bioaktivnost fermentirane spiruline je pri vseh preuĉevanih parametrih presegla 
bioaktivnost nefermentirane spiruline. Rezultati kaţejo na visok potencial izboljšave 
funkcionalnosti izdelkov iz alg s pomoĉjo mleĉnokislinske fermentacije. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Mlečnokislinske bakterije 
V eksperimentu smo uporabili 5 razliĉnih sevov MKB rodu Lactobacillus izoliranih iz 
rastlinskih virov. Seve iz razliĉnih zbirk mikroorganizmov American Type Culture 
Collection (ATCC, ZDA), Belgian Coordinated Collections of Microorganisms (LMG, 
Belgija) in National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria (NCDO, Velika 
Britanija), smo dobili na Inštitutu za mlekarstvo in probiotike, Biotehniške fakultete 
Univerze v Ljubljani, ki jih hranijo v njihovi zbirki (IM). 
Preglednica 2: Uporabljeni sevi mleĉnokislinskih bakterij 
Rod Vrsta Oznaka seva 
Lactobacillus 
plantarum 
NCDO 1193/IM 212 
LMG 6907/IM 527 
ATCC 8014/IM 308 
fermentum LMG 6902/IM 351 
brevis LMG 6906/IM 111 
3.1.2 Modificirano trdno gojišče MRS 
Uporabili smo modificirano trdno gojišĉe MRS. Sestava v primerjavi s klasiĉnim gojišĉem 
MRS je navedena v preglednici 3. 
Preglednica 3: Sestavine trdnega gojišĉa MRS (De Man in sod., 1960) 
Sestavina 
Standardno gojišĉe  
[g/250 mL] 
Modificirano gojišĉe 
[g/250 mL] 
Tripton 2,5 2,5 
Mesni ekstrakt 2,5 2,5 
Kvasni ekstrakt 1,0 1,0 
Kalijev hidrogen fosfat (K2HPO4) 0,5 0,5 
Natrijev acetat (C2H3NaO2) 1,25 1,25 
Magnezijev sulfat (MgSO4) 0,05 0,05 
Manganov sulfat (MnSO4) 0,01 0,01 
Tween 80 0,25 0,25 
Agar 3,5 3,75 
Glukoza (C6H12O6) 5,0 / 
Suha algna biomasa 
(spirulina/klorela) 
/ 2,5 
Bromokrezol vijoliĉno / 0,015 
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3.1.3 Aparature in naprave 
 parni sterilizator (Sutjeska) 
 pipeta (Eppendorf Research) 
 vodna kopel (Kambiĉ) 
 zamrzovalna Skrinja (Heto Ultra Freeze) 
 digestorij LFV P122 (Pio) 
 anaerobni lonec (Oxoid) 
 inkubator IG 150 (Jouan) 
 magnetno mešalo MM-540 (Tehtnica) 
 elektronska lupa (Motic) 
 mikroskop B1 (Motic) 
 tehtnica TE214S (Sartorius) 
 tehtnica PS 1200/C/2 (Radwag) 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava modificiranega trdnega gojišča MRS 
Komponente gojišĉa smo razdelili na topni in netopni del. Topni del smo pripravili v ĉaši, 
netopni v reagenĉni steklenici. V reagenĉnih steklenicah sta bila agar in mleta, sušena 
algna biomasa (spirulina ali klorela). K sestavinam v ĉaši smo dodali dH2O do 500 mL in 
jih z uporabo magnetnega mešala premešali do stanja bistre raztopine in zatem raztopino 
porazdelili v reagenĉni steklenici, v vsako po 250 mL. 
Mešanico v reagenĉni steklenici smo premešali in zaklejili v mikrovalovni peĉici, kar je 
izboljšalo homogenost gojišĉa. Za tem smo z uporabo lakmusovega papirja ocenili pH 
gojišĉa, ki je znašal pribliţno 7. Nato smo dodali barvilo bromokrezol vijoliĉno, ki je 
gojišĉe obarvalo temno vijoliĉno, kar je ustrezno glede na izmerjeni pH. 
Temu je sledila sterilizacija gojišĉa 15 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. Po kratkem 
hlajenju smo gojišĉi z uporabo toplotne kopeli temperirali na 50 °C, zato da sta ostali v 
tekoĉem stanju. V petrijevke smo vlivali po pribliţno 15 mL gojišĉa in nato poĉakali da se 
je gojišĉe strdilo. Petrijevke smo zašĉitili z aluminijasto folijo in shranili v hladilniku. 
3.2.2 Nacepljanje kultur MKB in inkubacija 
Kulture so bile shranjene v skrinji pri T = -80 °C, in sicer v klasiĉnem gojišĉu MRS z 
dodanim glicerolom v koncentraciji 20 %. Suspenzijo celic (originalno in 10x razredĉeno) 
smo z nanosom v obliki kapljic (10 μL) prenesli na modificirano trdno gojišĉe MRS. 
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Sledila je inkubacija v anaerobnih loncih pri 37 °C. Rast na gojišĉih smo opazovali vsakih 
24 ur. 
4 REZULTATI 
Preglednica 4: Rezultati rasti izbranih MKB na modificiranem trdnem gojišĉu MRS 
Sev 
Gojišĉe MRS s spirulino Gojišĉe MRS s klorelo 
48 h 72 h >96 h  48 h 72 h >96 h 
Lactobacillus plantarum NCDO 
1193/ IM 212 
++ ++ ++ ++ ++ ++ 
Lactobacillus plantarum  
LMG 6907/IM 527 
+ ++ ++ ++ ++ ++ 
Lactobacillus plantarum ATCC 
8014/IM 308 
+ + ++ + + ++ 
Lactobacillus fermentum 
LMG 6902/IM 351 
- + ++ + ++ ++ 
Lactobacillus brevis 
LMG 6906/IM 111 
- + + - + + 
++ → odliĉna rast; + → vidna rast; - → ni rasti 
Rast po 24 h je bila deloma vidna, ampak v izrazito manjši meri v primerjavi z rastjo po 48 
h. Sprememba v barvi gojišĉa ni bila vidna. 
Po 48 h so bile vidne majhne, kroglaste in prozorne bakterijske kolonije na veĉini gojišĉ. 
Kolonije seva IM 527 (Lb. plantarum) so bile razloĉno razporejene na gojišĉu v velikem 
številu. Kolonije sevov IM 212 (Lb. plantarum) in IM 308 (Lb. plantarum) pa so bile 
skoraj povezane, kar je izgledalo kot bakterijski film na gojišĉu (pod lupo so vidne 
posamezne male kolonije), vendar je bilo število kolonij kulture IM 308 niţje. Rast MKB 
na kloreli je bila boljša v primerjavi z rastjo na spirulini. Sprememba barve gojišĉa z 
vijoliĉne v rumeno ni bila vidna. 
Po 72 h je bila vidna rast vseh sevov na gojišĉih, brez vidnih sprememb v izgledu kolonij. 
Razlike v rasti MKB med dvema tipoma gojišĉ so bile minimalne. Gojišĉa so imela 
rumenkast podton, ampak so še vedno bila pretemne barve, da bi lahko bili gotovi glede 
prisotnosti mleĉne kisline. Po 3 in veĉ dneh se rast ni spreminjala, se je pa spremenil izgled 
kolonij sevov IM 212 (Lb. plantarum) in IM 308 (Lb. plantarum), kjer so bile vidne tudi 
veĉje kolonije. Število kolonij se je poveĉalo pri sevih IM 308, IM 351 (Lb. fermentum) in 
IM 111 (Lb. brevis), a v majhni meri. Rast sevov je bila dobro razširjena na vseh gojišĉih, 
z izjemo seva IM 111, ki je imel v primerjavi z drugimi manjše število kolonij. Spremembe 
v barvi gojišĉ  niso bile vidne. 
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Po 5 dneh smo pripravili tudi nativni preparat za mikroskopski pregled kultur, ki smo jih 
izolirali z gojišĉ. Na preparatih so bile povsod vidne bakterijske palĉke. 
5 RAZPRAVA 
Seva z najboljšo rastjo na obeh gojišĉih sta bila IM 212 in  IM 527 (oba vrste Lb. 
plantarum). IM 308 (Lb. plantarum) in IM 351 (Lb. fermentum) sta po nekaj dneh tudi 
dosegla dobro rast na gojišĉih, medtem ko je sev IM 111 (Lb. brevis) dosegel rast v manjši 
meri, tudi po veĉ dneh inkubacije. Rezultati eksperimenta torej kaţejo na razliĉno 
sposobnost rasti tudi znotraj vrste. Izbira uporabljenega seva se je izkazala za 
pomembnejšo od izbire same vrste MKB – kultura IM 351 (Lb. fermentum) je kazala 
boljšo rast v primerjavi s kulturo IM 308, medtem ko sta ostala dva seva Lb. plantarum 
izstopala z najboljšo rastjo.  
Izrazitih razlik med gojišĉi s C. vulgaris in A. platensis ni bilo vidnih. V prvih dneh je bila 
vidna boljša rast na gojišĉih z dodano klorelo, kar je presenetljivo. Priĉakovana je bila 
boljša in hitrejša rast na spirulini, zaradi predhodno omenjenih lastnosti celiĉne stene 
(Vonshak, 1997). Klorela ima v primerjavi s spirulino robustnejšo celiĉno steno - ampak 
rezultati tega eksperimenta kaţejo na to, da so sušenje in mletje mikroalgne biomase in 
nato sterilizacija gojišĉ z vkljuĉeno biomaso predstavljali zadostno poškodbo celiĉne stene 
za uspešno rast MKB na obeh vrstah mikroalg.  
Razlike v barvi gojišĉ ni bilo mogoĉe razbrati s prostim oĉesom. Ko pa smo kos gojišĉa po 
inkubaciji potopili v vodo, se je ta obarvala rumeno. To kaţe na zniţanje vrednosti pH 
gojišĉa s pH = 7, pod pH = 5,2. Ĉeprav je barvilo brokomrezol vijoliĉno spremenilo barvo, 
je barva gojišĉa ostala praktiĉno nespremenjena zaradi temne barve dodanih mikroalg. 
Rezultati kaţejo na zniţanje pH na vseh gojišĉih, kar pomeni da so vsi sevi tvorili mleĉno 
kislino. Tvorba MK je pokazatelj uspešnega metabolizma vira ogljika, katerega so MKB 
pridobile iz mikroalg, dodanih v gojišĉa. 
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6 SKLEPI 
 Mleĉnokislinska fermentacija spiruline in klorele je bila pri uporabljenih 
eksperimentalnih pogojih mogoĉa. Dokaza uspešne fermentacije mikroalg sta rast 
MKB na uporabljenih gojišĉih in produkcija mleĉne kisline. 
 Hipotezo 1 smo potrdili z rastjo vseh uporabljenih vrst in sevov laktobacilov na 
obeh gojišĉih. 
 Hipoteza 2 ni bila potrjena, saj ni bilo priĉakovane razlike v rasti MKB med 
gojišĉem s spirulino in gojišĉem s klorelo. 
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7 POVZETEK 
Uspešna rast razliĉnih vrst MKB rodu Lactobacillus na gojišĉih z mikroalgami, kot 
edinimi viri ogljika v kombinaciji z njihovo produkcijo mleĉne kisline pomeni, da je 
mleĉnokislinska fermentacija uporabljenih mikroalg kot substrata mogoĉa. 
Najobetavnejša seva MKB sta bila Lb. plantarum NCDO 1193/IM 212 in Lb. plantarum 
LMG 6907/IM 527. Glavna ugotovitev ni, kateri sev je najboljši za rast na mikroalgah, 
ampak ta, da je oĉitno veĉ vrst laktobacilov zmoţnih fermentacije mikroalg. Pomemben 
rezultat eksperimenta je tudi enako uspešna rast mleĉnokislinskih bakterij na gojišĉih s 
spirulino in gojišĉih s klorelo. 
Torej ta eksperiment kaţe na sposobnost preuĉevanih mleĉnokislinskih bakterij za 
izkorišĉanje ogljika iz mikroalg, kar je pomembna osnova za nadaljnje raziskave 
mleĉnokislinske fermentacije alg in vplivov te fermentacije na hranilno in funkcionalno 
vrednost konĉnih izdelkov. 
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